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A Flavescência Dourada (FD) é uma doença da vinha, provocada por um fitoplasma, 
sendo transmitida através de um inseto vetor, Scaphoideus titanus. Esta doença tem 
vindo a constituir uma séria ameaça à estabilidade e sustentabilidade do sector 
vitivinícola Português, uma vez que pode conduzir a uma perda drástica na colheita e 
levar à morte as plantas infetadas. Até à data ainda não existe nenhum tratamento eficaz 
contra o fitoplasma da FD (FDp). Este estudo tem como objetivo geral estudar 
estratégias de controlo da FD em videira e perceber a suscetibilidade de castas da 
região do vinho verde a esta doença. Neste sentido foram efetuadas duas experiências 
independentes. Na Experiência 1, foi analisado o desenvolvimento da doença in situ 
(Quinta do Corvo, Fafe) e o efeito da aplicação de elicitadores (metil jasmonato: MeJA; 
ácido salicílico: SA) na redução dos sintomas. Neste sentido, foram selecionadas 
plantas saudáveis e plantas doentes da casta s quais 
se aplicaram três níveis de elicitadores (12,5mM MeJA, 25mM MeJA, 25mM SA). Na 
experiência 2, foram realizados dois ensaios, todas eles utilizando plantas envazadas 
com 4 meses. No ensaio 1 foi avaliada a sensibilidade à FD de três castas da região 
 comparando com duas castas 
francesas (Cabernet Sauvignon, sensível; Syrah, tolerante). Avaliou-se a percentagem 
de abrolhamento, índice de fertilidade, teor de clorofilas, área foliar, qualidade do fruto 
(acidez total, brix, teor de álcool provável), produtividade, expressão genética e análise 
de tecidos das folhas por microscopia eletrónica de transmissão (TEM). No ensaio 2 foi 
analisado o efeito do MeJA (0 e 5mM MeJA) como potenciador dos mecanismos de 
defesa da planta à FD, e avaliou-se a percentagem de abrolhamento, teor de clorofilas 
e área foliar. Este estudo permitiu quantificar os efeitos da FD no desenvolvimento da 
videira (15 dias de atraso em média), e na perda de produção (66% menor produção 
em plantas doentes). Através do TEM foi possível visualizar as alterações e 
desorganizações estruturais das células do floema, com grandes deposições de calose 
e algumas células necrosadas. Evidenciou-se ainda que os elicitadores têm um papel 
relevante nas vias de sinalização, sendo que ocorre um aumento de expressão genética 
após a aplicação dos elicitadores das enzimas PAL e STS e das proteínas PIN e PGIP. 
 
 
Palavras-chave: Ácido Salicílico (SA), elicitadores, expressão genética, Flavescência 
Dourada, Fitoplasma, Metil Jasmonato (MeJA), Scaphoideus titanus. 
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Flavescence Doreé (FD) is a quarantine disease caused by a phytoplasma and transmitted to 
healthy plants by an insect vector, Scaphoideus titanus. This disease affects the grapevine and is 
a serious problem to the stability and sustainability of the Portuguese wine industry, since it can 
lead to drastic harvest losses and to the death of the infected plants. To date there is no effective 
treatment against FD. This work aimed to study strategies for FD control and to analyse the 
susceptibility of Vinho Verde cultivars to the FD. To that end two experiments were carried out. In 
experiment 1, which was conducted at  Quinta do Corvo (Fafe), the development of the disease in 
situ and the effect of applying elicitors (methyl jasmonate: MeJA; salicylic acid: SA) on the reduction 
of the disease symptoms was analysed. Healthy and diseased plants from cultivar Loureiro  (with 
20 years) were selected and were subjected to three levels of elicitors application (12,5 mM MeJa; 
25 mM MeJa and 25 mM SA).  Experiment 2 was conducted in a greenhouse, and it consisted of 
two trials using four month old potted plants.: In experiment 1 the degree of susceptibility to FD was 
analysed in three grapevine varieties ( Vinhão, Alvarinho, Loureiro)   and these were compared 
to a susceptible (Cabernet Sauvignon) and a tolerant (Syrah) French cultivars.  We evaluated 
sprouting percentage, fertility rate, chlorophyll content, leaf area, fruit quality parameters (total 
acidity, brix, probable alcohol content), productivity, gene expression and leaf tissue analysis using 
Transmission Electron Microscopy (TEM). In experiment 2 the effect of MeJA (0 and 5mM MeJA) 
as an elicitor of plant defence was analysed my measuring sprouting percentage, chlorophyll 
content, and leaf area. This study concludes that the disease delayed plant development when 
compared to healthy plants (on average 15 days), and led to production losses (66%). Moreover, 
it was possible to visualize with TEM, the changes and disorganization of phloem cells, with an 
accumulation of callose in the sieve elements and necrotized cells. It was evidenced that elicitors 
play an important role in activated signalling pathways, because an increase was registered before 
the application with the elicitors in enzymes PAL and STS, in genes PIN and PGIP.  
 
Keywords: Elicitors, Flavescence Doreé, gene expression, Methyl Jasmonate, phytoplasma, 
Scaphoideus titanus, Salicylic Acid 
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A Flavescência dourada (FD) é presentemente uma das doenças mais graves, e 
economicamente mais preocupantes da vinha, uma vez que pode conduzir a uma perda 
drástica na colheita e levar à morte das plantas infetadas. Trata-se de uma doença de 
quarentena transmitida pelo insecto Scaphoideus titanus Ball, e causada pelo fitoplasma 
Grapevine Flavescence dorée Phytoplasma (Sousa, 2014).  
A primeira identificação da doença foi feita nos anos 50 em França, e desde 
então foi-se dispersando para outras regiões vitícolas europeias tais como Itália, 
Espanha, Sérvia e Suíça. Em Portugal, foi detetada pela primeira vez em 2006, na 
região dos Vinhos Verdes, no Minho. Recentemente foi encontrada em vários concelhos 
da região norte e também em dois concelhos da região centro (DGAV, 2013). Esta 
doença encontra-se já incorporada em zonas de produção de vinho de alta qualidade 
como a Região dos Vinhos Verdes, de Denominação de Origem Controlada (DOC). 
Quanto ao inseto vetor, este já se encontra bem adaptado a esta região bem como à 
região do Douro e Bairrada, pelo que esta doença pode representar um impacto 
bastante negativo na indústria vitivinícola portuguesa (Sousa et al. 2011). Uma vez a 
planta infetada não existe cura e torna-se num inoculo de doença, restando marcar e 
arrancar essa videira para a proteção da vinha (INRA, 2015). Até ao momento já foram 
arrancadas mais de 120 hectares de vinha só na região do Minho. Estas evidências 
demonstram o impacto socioeconómico que esta doença poderá acarretar nas regiões 
vitivinícolas europeias se não forem adotadas medidas eficazes de controlo.  
Até ao momento, as estratégias de controlo estão limitadas à utilização de 
material de propagação saudável, aplicação de pesticidas para controlo do vetor e à 
erradicação das plantas infetadas (CTROL FLAV, 2014). Uma vez que estas estratégias 
são de difícil implementação, onerosas e apresentam um elevado impacto ambiental, 
torna-se urgente o desenvolvimento de estratégias alternativas. Para o efeito, a 
exploração da tolerância genética da FD e a indução das defesas naturais das plantas 
recorrendo a elicitadores naturais, designadamente do metil jasmonato (MeJA) e ácido 
salicílico (SA) poderão constituir uma alternativa promissora para controlar a FD. 
Este estudo tem como objetivo geral estudar estratégias de controlo da FD em 
videira e perceber a suscetibilidade de castas do vinho verde a esta doença. Os 
objetivos específicos são: (1) analisar o grau de suscetibilidade de diferentes cultivares 
de vinha portuguesa à FD tendo como referência uma cultivar francesa suscetível e uma 
tolerante; (2) compreender melhor as respostas moleculares associadas a 
suscetibilidades contrastantes à FD na vinha; (3) avaliar se os elicitadores poderão 
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ativar mecanismos de defesa na vinha e se poderão ser utilizados como uma ferramenta 
para despoletar a tolerância ao FDp na vinha; (5) avaliar o efeito da doença no 
desenvolvimento e produtividade da videira in situ. 
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2.1. Flavescência Dourada 
A Flavescência dourada (FD) consta da Lista A2 da Organização Europeia para a 
proteção das plantas (OEPP) e da Diretiva comunitária nº 200/29/CE, transferida para a 
legislação nacional na Portaria 165/2013 de 26 de abril, onde constam medidas de 
erradicação no território nacional da doença (DGAV, 2013). 
 
2.1.1.Identidade e biologia da doença 
A FD é causada por um fitoplasma denominado de Flavescence dorée Phytoplasma, 
um agente patogénico que pode ocorrer em muitas culturas por todo o mundo causando 
sérias danos nas produções agrícolas (Sousa et al,2011). Estes organismos não 
apresentam parede celular, estando definidos apenas por uma membrana. Quando 
observados a microscópio eletrónico de transmissão eles aparentam uma forma 
arredondada ou filamentosa com um diâmetro médio de 200 a 800 nm (IRPCM, 2004.).  
Vários estudos indicam que os fitoplasmas derivam de bactérias Gram positivas 
que sofreram mutações, reduzindo o tamanho do genoma (680-1600 kb), com baixo teor 
de G+C no DNA, em comparação com os seus ancestrais. Desta forma, estão ausentes 
vias de síntese de compostos necessários à sobrevivência, sendo que esses compostos 
são obtidos nos hospedeiros ou nos insetos vetores. Por estas características, ainda 
não é possível realizar culturas in vitro de fitoplasma (IRPCM, 2004; Bertaccini e Duduk, 
2009).  
Dada a semelhança morfológica com os micoplasmas, os fitoplasmas foram 
denominados por MLO (mycoplasma  like organisms), ambos pertencentes à classe 
Mollicutes (Bertaccini e Duduk, 2009). A denominação fitoplasma chegou mais tarde, 
em 1994, no X Congresso da organização internacional de micoplasmas, ficando até 
2004, quando foi proposto um novo género, o Candidatus phytoplasma, (IRPCM, 2004). 
Comummente estes fitoplasmas são classificados com base na sequenciação de 
genes ribossomais, 16S rDNA, que em estudos filogenéticos classificam estes 
fitoplasmas como pertencentes ao grupo dos amarelos Elm 16SrV (Liu et al., 2011; 
Baker et al., 2014). As subclasses identificadas são consideradas representantes de 
diferentes espécies. Os fitoplasmas mais importantes na Europa são a FDp e o Bois 
Noir (BN). Da FDp destacam-se o grupo 16SrV, sendo que os subgrupos 16SrV-D (FD-
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D) e 16SrV-C (FD-C) são os que estão presentes na Europa, e em Portugal identificou-
se o grupo FD-D (Filippin et al., 2009; Sousa et al, 2010; Liu et al., 2011; Baker et al., 
2014).  
 
 
2.2. Inseto Vetor 
A FDp tem um vetor específico para a sua sobrevivência, comummente conhecido por 
cigarrinha, o insecto Scaphoideus titanus, da ordem hemíptera, família cicadellidea, 
sendo este o principal agente para a dispersão da doença (Chuche e Thiéry, 2014). Tem 
a sua origem na região dos Grandes Lagos nos Estados Unidos da América (ENTAV, 
2013), e tem-se espalhado e adaptado rapidamente a vários países da Europa (Fig. 1).  
 
Figura 1- Distribuição da vinha e do inseto vetor FDp na Europa. Fonte Chuche e Thiéry, (2014). 
 
Este inseto foi identificado pela primeira vez em Portugal da região do Douro em 2000, 
tendo sido iniciado um programa de prospeção implementado pelas Direções Regionais 
de Agricultura e Pescas, sob coordenação da DGAV e com a colaboração de 
especialistas do INIAV (Plano de ação nacional para o controlo da flavescência dourada 
da videira, 2013). Na Figura 2, podemos verificar que a partir de 2006 ocorreu um 
aumento da dispersão do inseto na zona Norte, e em 2008 detetou-se, pela primeira 
vez, numa vinha na região do centro, dando-se um aumento da dispersão nos anos 
seguintes. Já em 2011 assistiu-se a uma contenção da dispersão, o que se pode atribuir 
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à aplicação das medidas preventivas previstas na Portaria nº 976/2008. Contudo, no 
mesmo ano foi registada a presença do inseto na Madeira (DGAV, 2013).    
 
 
 
Figura 2- Número de freguesias portuguesas onde se registou a presença de Scaphoideus 
titanus. Fonte: DGAV (2013). 
 
O S. titanus tem apenas uma geração por ano e apresenta todo o seu ciclo de vida na 
videira (Chuche e Thiéry, 2014). As fêmeas depositam os ovos nas varas de segundo 
ano, normalmente no mês de Setembro. Os ovos passam o inverno em diapausa com 
uma duração de 6 a 8 meses. Se o inverno for muito frio é favorável pois permite regular 
o momento de eclosão e o término da diapausa (Chuche e Thiéry, 2014). Como pode 
ser observado na Figura 3, os ovos são esbranquiçados e alongados (1 mm). No início 
de Maio dá-se a eclosão e ocorrem cinco instares larvais (L1-L5), quatro deles sem 
asas, como se pode ver pela figura abaixo. As larvas são brancas e nos dois primeiros 
instares tendem a ficar amarelas e começam daí a ganhar pigmentação castanha no 
abdómen, no peito e 2 pontos negros no final do abdómen, que é característica desta 
espécie. Rapidamente colonizam a parte inferior das folhas, e atingem o estado adulto 
em Julho. Os adultos apresentam uma forma alongada de 6 a 7 mm com manchas 
castanhas e podem voar até Setembro, sendo que é nesta altura que ocorrem as novas 
posturas de ovos, isoladamente ou em grupos. Em outubro o inseto morre, e os ovos 
que eclodirem na primavera seguinte não são portadores de FDp (Chuche e Thiéry, 
2014). 
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Figura 3- Esquema dos estádios de desenvolvimento do inseto Scaiphoideus titanus. Fonte: 
Láratro, 2012 
 
 
2.2.1. Interação fitoplasma- vetor- hospedeiro 
Quando o inseto vetor pica uma videira contaminada para se alimentar, torna-se 
portador do fitoplasma. O fitoplasma atravessa a parede do intestino médio do inseto, 
multiplicando-se até atingir as glândulas salivares, onde há um período de latência que 
pode durar até 30 dias. A partir deste momento o inseto vetor está pronto para 
contaminar todas as cepas que picar, até ao fim do seu ciclo de vida (Sousa, 2014). 
Como já foi referido, o principal hospedeiro do fitoplasma da FD é a videira, mas já foram 
identificados outros hospedeiros como os géneros Ailantus, Alnus, Clematis e a espécie 
Catharanthus roseus (Sousa, 2014). O fitoplasma é um parasita obrigatório daí que a 
sua multiplicação se dê tanto no inseto como na videira, onde coloniza os elementos de 
tubos crivosos do floema, circulando por toda a planta pela seiva, sendo transmitido 
entre as plantas pela seiva de que se alimenta o vetor. A acumulação do fitoplasma dá-
se preferencialmente nas folhas, fonte de fotoassimilados, e em menor intensidade a 
partir dos pecíolos e caules. Contudo, o fitoplasma não é detetado em órgãos coletores, 
como a raiz (Christensen et al., 2004). Através de análises de microscopia é possível 
verificar alterações citológicas tais como: necroses nos elementos do floema, deposição 
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anormal de calose nos tubos crivosos e espessamento da parede. Estes sintomas 
comprometem a função do floema, reduzem o tamanho da planta, reduzem o vigor e 
consequente produtividade o que se tem relacionado com o fecho dos estomas, a 
redução da taxa fotossintética, e a acumulação de hidratos de carbono nas folhas (Santi 
et al, 2013).   
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2.3. Distribuição geográfica da Flavescência Dourada 
2.3.1. Europa/Mundo 
 
Em 1955 foi relatado o primeiro foco de flavescência dourada, em França, Armagnac 
(Fig. 4). A partir de então, tem-se alastrado para países vizinhos, como Itália, Sérvia, 
Espanha, Portugal, Suíça, Áustria, Eslovénia, e Croácia. Na Hungria só há registo do 
vetor (Sousa, 2014).  
 
 
Figura 4- Distribuição Flavescência dourada a nível mundial, a presença está assinalada com 
os pontos vermelhos. Fonte: EFSA, (2014).  
 
2.3.2 Portugal  
Em Portugal o fitoplasma foi detetado pela primeira vez em 2007 em Amares, e tem-se 
disseminado em vários concelhos da região vitivinícola do Minho, Douro, e das Beiras. 
Em 2009 foram registados casos positivos nas cidades de Ponte de Lima, Barcelos, Vila 
Verde, Terras de Bouro, Amares, Braga, Povoa de Lanhoso, Fafe, Guimarães e Mondim 
de Bastos (Fig. 5 A) (DGAV, 2013). 
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Figura 5- A) Concelhos onde foi detetada a FDp; B) Previsão de extensão da doença pelo país 
 cenário de deriva fitossanitária. Fonte: (DGAV, 2013)). 
  
Relativamente à situação atual da disseminação da FD em Portugal, há uma tendência 
de expansão para sul e para o interior, tal como reporta a Figura 5B, aumentando os 
prejuízos provocados pela doença, levando à perda de produtividade ou arranque das 
vinhas (DGAV, 2013). 
 
 
2.4. Sintomatologia da doença nas videiras  
 
Os sintomas da doença podem ser visíveis logo no primeiro ano de contaminação, 
embora possa só manifestá-los mais tardiamente, ficando o fitoplasma como um inoculo 
da doença, pronto para novo contágio (Garrido, 2012). Os sintomas são mais visíveis 
no verão, em órgãos fundamentais como ramos, folhas e inflorescências e cachos. 
Contudo, os sintomas começam a verificar-se na primavera: aborto dos gomos foliares 
A B 
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e florais, inflorescências raquíticas, folhas mais pequenas, o limbo começa a enrolar-se 
para a página inferior, queda antecipada das folhas (com ou sem pecíolo) ramos 
flexuosos e gomosos, e lançamentos secos a partir do ápice. No verão surgem os 
sintomas mais evidentes: na zona do limbo, nas castas brancas as folhas apresentam 
amarelecimento e nas tintas avermelhamento. As nervuras apresentem-se amarelas, os 
bordos ficam enrolados para a página inferior, as folhas ficam duras e quebradiças, e 
formam um enrolamento triangular (folha em telha) (Sousa, 2014). Nas inflorescências 
e nos cachos, estes podem ficar secos e murchos, e os bagos que resistem são 
amargos. Plantas infetadas têm a fase de rebentação mais tardia e apresentam pústulas 
negras sobres os pâmpanos. Nos ramos é visível mau atempamento, total ou parcial 
dos sarmentos, dando um porte chorão à cepa, podendo ocorrer morte de algumas 
varas ou até mesmo da planta (DGADR, 2008; Sousa, 2014; ENTAV, 2015).     
Os sintomas apresentados podem ser parciais ou totais, tal como se pode 
observar nos anexos III a XIII, contudo há outros fatores que determinam a velocidade 
destes fenómenos, tais como o tipo de castas afetadas, a sensibilidade das mesmas, o 
vigor da planta (influenciado pelo stress hídrico e pela carência nutricional), o número 
de outras contaminações da planta, e grau de infeção ocorrido (Garrido,2012).  
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2.5. Métodos de combate à FD 
Quanto às medidas de erradicação da flavescência dourada, deve-se ter em atenção 
três conjuntos que suportam risco: vinhas em produção; material de propagação da 
videira (em viveiros e vinhas de produção de porta-enxertos e garfos); e vinhas 
abandonadas (DGAV, 2013). Até ao momento não existem meios de luta curativos 
contra os fitoplasmas, e o controlo da doença passa pela utilização de material 
certificado nas plantações, combate ao vetor e utilização de variedades tolerantes. O 
arranque dos focos de infeção torna-se imprescindível para minimizar a propagação da 
doença (Sousa, 2014). É igualmente importante a queima da lenha de poda, 
especialmente a madeira com mais de dois anos, pois são preferidas pelas fêmeas (do 
inseto vetor) nas posturas. 
 
2.5.1. Métodos atuais  
 
2.5.1.1. Tratamento térmico do material de propagação 
 
Existem 2 tipos de tratamentos de água quente, o de pequena duração (52ºC, 5 minutos) 
que controla as pragas externas da planta, e o de longa duração (50ºC, 45 minutos) que 
permite eliminar na parte externa e interna (endógenas) da videira, as pragas e doenças 
da planta, sendo este último, o tratamento que se aplica no controlo da FD. Consiste em 
mergulhar a planta, no caso da videira é o garfo e porta enxerto, em água a 50ºC durante 
45 minutos. As videiras são altamente sensíveis a este tratamento, deste modo é 
aconselhável que a planta esteja na melhor condição possível, ter o seu ciclo vegetativo 
completo no momento da poda ou arranque e ficar em dormência completa (EPPO, 
2012). 
 
 
2.5.1.2. Estratégia de luta contra o Inseto vetor - Scaphoideus titanus 
 
Segundo o plano nacional, a prospeção do inseto deve ser feita em todas as regiões 
vitícolas do continente e das ilhas, sendo obrigatório nos campos pés-mãe de garfos e 
de porta-enxertos, em viveiros de material vitícola, vinhas em zonas de intervenção 
prioritárias (ZIP- zonas que são constituídas pelas freguesias onde foi detetado o 
fitoplasma, quer ocorra ou não inseto vetor). Nas freguesias onde já ocorre Scaphoideus 
titanus a monitorização do inseto deverá passar a ser feita no âmbito do Sistema 
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Nacional de Avisos Agrícolas, que dá a indicação ao produtor de quais as datas de 
tratamento contra o inseto. Desde que é detetada a presença do inseto é prioritário 
estabelecer um programa de eliminação do mesmo, desta maneira são recomendados 
4 tratamentos (Fig. 6): 
 
 
 
Figura 6- Representação dos tratamentos a efetuar e as datas de aplicação. Fonte: Garrido, 
(2008).  
 
O tratamento inicial é realizado no fim do inverno, com óleo de verão, e visa limitar a 
população de ovos. Os três seguintes são aplicados após a fase de instares. Cerca de 
um mês após o aparecimento, realiza-se o 1º tratamento (T1), e com um mês de 
intervalo de cada, deve seguir-se o 2º tratamento (T2) e o 3º tratamento (T3) 
(Garrido,2008). 
Os inseticidas usados são obrigatoriamente produtos homologados e autorizados, 
indicados no Sistema de avisos agrícolas, respeitando a concentração ou doses a ser 
administradas. É importante fazer a alternância de produtos fitofarmacêuticos com 
modos de ação diferente, para assim evitar problemas de resistência (DGAV, 2013). 
Porém, mesmo com a aplicação dos tratamentos, a partir de Maio devem começar 
as observações nas folhas para a deteção de ninfas, e em Junho deve-se colocar as 
armadilhas cromotrópicas de cor amarela (Fig. 7) para a deteção dos primeiros adultos, 
obtendo-se assim uma estimativa de risco (DRAP-Norte, 2008).  
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Figura 7- Imagens de armadilhas cromotróficas na vinha, à direita encontra-se rodeado com um 
círculo vermelho um Scaphoideus titanus, encontrado na Trofa. 
 
 
2.5.2. Novos métodos  
 
Com o avanço gradual da doença em terreno e como as atuais estratégias de controlo 
da FD são de difícil implementação, torna-se emergente a procura de novas soluções. 
Os métodos potenciais são um conjunto estratégias alternativas que diminuam o 
impacto ambiental, melhorem a gestão de recursos e que sejam de fácil aplicação.  
Estas estratégias passam pelo uso de castas tolerantes à FDp, uma vez que 
segundo o ensaio realizado por Jarausch et al. (2013) conclui-se que há castas mais 
suscetíveis à doença, tais como a Cabernet Sauvignon, Chardonnay e a Grenache, e 
castas como a Merlot e Syrah mostraram-se mais resistentes, ao passo que a Pinot Noir 
mostrou uma suscetibilidade intermédia. O controlo biológico, através de bactérias e 
fungos endófitos, que segundo Petrini (1991) são organismos que, em algum momento 
da sua vida, habitam órgãos e tecidos das plantas sem causar danos ao hospedeiro, e 
que podem agir como protetores contra fitoplasmas e atuarem como defensores da 
planta. Estudos recentes sugerem que as bactérias endófitas estão envolvidas na 
recuperação por vezes observada em videiras infetadas com FD (Roriz et al.,2015). 
Outra estratégia passa pela interrupção do acasalamento do inseto através de sinais 
vibracionais, provocando desorientação nos machos (Roriz et al., 2015).  
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2.5.2.1. Potencial dos elicitadores na defesa das plantas  
 
Uma outra abordagem para o controlo da FD é o tratamento com moléculas de 
sinalização, e aparecem como uma solução promissora para o controlo de doenças uma 
vez que se trata de compostos naturais das plantas (Belhadj, 2008). Estas moléculas 
funcionam como elicitadores, moléculas endógenas das plantas, que aumentam a 
proteção a stresses bióticos e abióticos sem a desvantagem do impacto ambiental, sem 
risco de criação de patogénios resistentes, e maior segurança alimentar (Ruiz. et al, 
2013). Os elicitadores podem ser divididos em dois grupos, elicitadores gerais ou 
específicos. Os gerais estão aptos para desenvolver resposta em patogénicos 
hospedeiros ou não hospedeiros, enquanto os específicos induzem resistência a um 
hospedeiro específico (Roriz et al., 2015). Vários tipos de moléculas podem atuar como 
elicitadores, tais como oligossacáridos e polissacarídeos, proteínas e lípidos.  
Os jasmonatos são fito hormonas que derivam de ácidos gordos, e uma vez 
presentes induzem a biossíntese de fito alexinas (flavenóides, alcalóides e terpenóides) 
e podem ser responsáveis pela síntese de novos compostos fenólicos. Estes têm 
propriedades antimicrobianas, e o ácido jasmónico, que é derivado de uma 
ciclopentona, está associado a outros processos fisiológicos incluindo o crescimento 
das raízes, senescência das folhas, abertura dos estomas e respostas ao stress (Sticher 
et al., 1997). O ácido jasmónico é sintetizado a partir de ácido linoleico, e a via síntese 
é ativada aquando da predação ou ataque patogénico (Klarzynski et al., 2000). Deste 
modo, um dos componentes chave para a interação planta-patogénio são vias de 
sinalização hormonal, tais como o ácido salicílico (SA), metil jasmonato (MeJA) e o 
etileno (Derksen et al, 2013). O MeJA é capaz de ativar as enzimas responsáveis pela 
biossíntese de polifenóis, tais como a PAL, que pode provocar a acumulação de 
estilbenos e antocianinas nas células (Ruiz e Plaza, 2013). Em videiras, o MeJA 
estimula a acumulação de calose e proteínas de resistência (PR) e induz a produção de 
ácido salicílico nas folhas, metabolitos secundários (ex. resveratrol) nas folhas e nos 
frutos (Belhadj et al., 2006; Saigne, 2008). Este composto também tem sido aplicado 
com sucesso para reforçar as defesas de videira contra infeções fúngicas, sendo 
sugerido como uma abordagem alternativa para proteger contra o oídio da videira 
(Belhadj et al., 2006). 
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Em 2014, segundo o IVV, a vinha representava uma área de cerca 219 mil hectares em 
Portugal, sendo o sétimo país do mundo com maior área vitivinícola, dividida pelas 
diferentes regiões. A região do Minho é a terceira região mais representativa em área, 
com 27 mil hectares que correspondem a 15% da área vitícola nacional, sendo a maior 
área pertencente a Trás-os-Montes/Douro seguida da região das Beiras. (CVRVV, 2015; 
IVV. IP, 2015; Wine of Portugal, 2015)  
Portugal é líder mundial em percentagem de área de vinha, em relação à área 
total do país. Ou seja, do território nacional, 2,59% está ocupado com vinha. A Itália é o 
único país que se aproxima, com 2,55%. A Espanha tem 2,01% e a França ainda menos, 
1,45%. Destes valores ressalta que Portugal, Itália e Espanha são os países que, de 
longe, mais dão à vinha o seu território nacional (Wine of Portugal, 2015).A produção 
vitivinícola em Portugal, é uma das atividades agrícolas com maior peso na economia 
nacional. A cultura da vinha, na vertente económica, representa cerca de 15,4 % de 
produção agrícola nacional, no período de 2000-2007 (IVV,2009). Portugal apresenta-
se como o 11º maior produtor a nível mundial ( IVV.IP, 2015). 
Segundo a AICEP Portugal Global, a indústria do vinho representou um volume 
de negócios em 2012 de 1.352,3 milhões de euros, com 798 empresas e com mercado 
de exportação para França cerca de 25,7%, Angola 13,0%, R. Unido 10,1%, 
EUA 7,7%, e Holanda 6,8%. A indústria do vinho é hoje em dia um importante motor 
económico por apresentar um volume elevado de negócios e valor acrescentado ao 
produto.  
A Região Demarcada dos Vinhos Verdes fixa-se no extremo Noroeste de Portugal 
continental, estendendo-se pela costa atlântica, marcando a sua influência sobre a 
região, até à cidade do Porto. Delimitada a Norte pelo rio Minho (fronteira com Galiza), 
a nascente e a sul zonas montanhosas que constituem a separação natural das zonas 
mais interiores de características mais mediterrânicas. Tradicionalmente esta zona é 
conhecida por Entre-Douro-e-Minho. Esta região, pelos estatutos de região demarca 
que podem ser utilizados como complemento da denominação de origem, divide-se em 
sub-regiões: Monção e Melgaço, Lima, Basto, Cávado, Ave, Amarante, Baião, Sousa e 
Paiva (CVRVV, 2015/ Portaria nº28/2001, de 16 de Janeiro).  
A região caracteriza-se por apresentar solos graníticos, homogéneos, férteis e de acidez 
elevada. Manifesta um regime anual de chuvas totais bastante elevado, com média de 
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1500mm, sendo a distribuição irregular ao longo do ano, contudo sendo mais 
concentrado no Inverno e Primavera. A evolução da temperatura ao longo do ano é 
divergente, sendo que a temperaturas mais baixas, há precipitações mais altas 
(invernos frios e chuvosos), e temperaturas mais altas, precipitações mais baixas (fins 
de primavera, verão, quentes e secos). A média de temperatura anual exprime um clima 
ameno. A topografia da região é bastante irregular, sendo recortada por uma densa rede 
de vales associados, aspeto que se frisa do litoral para o interior. A maior parte do solo 
é de origem granítica, com pouca profundidade, texturas predominantemente arenosas 
a franco-arenosas, acidez naturalmente elevada e pobreza em fósforo. Apesar de ter 
níveis de fertilidade baixos, a natureza dos sistemas agrários praticados, permitiu que o 
solo adquirisse uma fertilidade considerável, baseada na intervenção do homem nas 
condições naturais, controlando o relevo pela construção de socalcos, e as intensivas 
incorporações constantes de matéria orgânica no solo. Desta forma as castas que 
melhores se adaptaram, tornando-se autóctones foram o Alvarinho, o Arinto (Pedernã), 
o Avesso, a Azal, o Loureiro e a Trajadura (brancas), nas castas tintas pode se encontrar 
o Borraçal, o Brancelho, o Espadeiro, o Vinhão(CVRVV, 20. 
 
3.1. Impacte económico 
Quando uma vinha é infetada os danos imediatos são a perda de produção, perda de 
qualidade, os cachos não amadurecem, podendo acabar por secar, ou ficarem amargos, 
há perda de vigor e a médio prazo a videira acaba por morrer(Sousa, 2014). Seguindo 
as normas europeias, quando se deteta plantas infetadas é obrigatório proceder ao seu 
arranque. Tal como as cepas que manifestem sintomas semelhantes às infetadas e que 
se encontrem na mesma parcela ou a uma distância mínima de 1000 m. Caso se registe 
20 % de cepas infetadas numa parcela, esta deverá ser toda arrancada. A operação de 
arranque deverá ser realizada até 31 de Março de cada ano (DGAV, 2013). O que se 
torna impactante no sector vitivinícola, afetando a fileira dos viveiristas, viticultores e 
produtores de vinho. Desde de 2007 a 2012 já foram arrancados cerca de 194 hectares 
de vinha, só em Portugal (Sousa, 2014). 
 
4. Descrição das Castas  
A casta Loureiro é uma casta branca, originária da região dos vinhos verdes e da 
Galiza, apresenta-se com maior expansão na IGP Minho, embora também seja cultivada 
nas IGP Beiras e Península de Setúbal. Trata-se de uma casta muito produtiva e fértil, 
com cachos grandes mas não compactos, com cor amarelada ou esverdeada. Os vinhos 
27 
 
produzidos são de elevada acidez e com aromas florais e frutados, produz bbons vinhos 
monocasta. A Alvarinho é uma casta branca de elevado potencial vigor, prefere os 
solos derivados do granito, húmidos e mal drenados, apresentando boa afinidade com 
os porta-enxertos habituais. Casta muito antiga, é plantada na zona de Monção e 
Melgaço é a responsável pela fama dos vinhos brancos produzidos na DOP Vinho Verde 
(regiões de Monção e Melgaço). De baixa produção, pode adquirir duas formas: cacho 
pequeno e pouco compacto e bagos pequenos e dourados; ou cacho médio e de bagos 
maiores que permanecem esverdeados quando maduros. Produz vinhos bastante 
aromáticos e que atingem graduações alcoólicas elevadas conservando uma acidez 
muito equilibrada. O Vinhão é uma casta tinta, originário da zona do Minho, e é a casta 
tinta mais cultivada da região dos vinhos verdes: No Douro é conhecida como Sousão 
e é usada essencialmente para dar cor ao vinho. Os cachos são de tamanho médio 
compostos por bagos médios e uniformes de cor negro azulada. Origina vinhos de cor 
vermelha intensa e opacos à luz (CVRVV, 2015, IVV, 2015). A Cabernet Sauvignon é 
casta tinta, francesa. Pode ser muito produtiva, tem maturação tardia. O cacho é médio, 
cónico, com bagos pequenos e arredondados, pelicula é negra-azul e espessa, os 
vinhos com elevado teor em taninos e têm bastante cor. A casta Syrah é muito 
produtiva, mas para obter vinhos de qualidade os rendimentos devem ser baixos. Muito 
semelhante à CS, tem maturação tardia, Cacho é médio e compacto, com bagos 
pequenos, a película é cor negra-azul, mas fina e resistente. Origina Vinhos muito ricos 
em taninos e são vinho corados de um vermelho intenso (CVB, 2015).  
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Este estudo foi desenvolvido em dois locais distintos, no INIAV em Oeiras, local onde 
se encontravam as plantas em estufa, e na Quinta do Corvo em Fafe, local escolhido 
por se verificar a presença de doença, ausência de inseto vetor e por ser uma quinta 
seguida pela DRAP-Norte, em termos das normas de controlo da FD.  
4.1: Experiência 1 - Campo  
4.1.1. Caraterização e localização  
 
A Quinta do Corvo (Fig. 8) localiza-se em Freitas (41º , Fafe, 
fazendo parte da Região vitivinícola dos Vinhos Verdes. A quinta está dividida em várias 
parcelas, completando 8 hectares de vinha plantada. O solo é granítico franco arenoso 
e apresenta uma encosta suave (2 a 5%). A vinha tem uma exposição a Sul, e está a 
uma altitude de 300- 400 metros.              
 
Figura 8 fotografia da Quinta do Corvo, a parcela do estudo está assinalada com um retângulo 
vermelho. Fonte Google Earth. 
 
A vinha tem uma idade média de 20 anos, tendo como castas mais representativas: 
Loureiro, Alvarinho, Arinto/Pedernã, Trajadura; Vinhão. O compasso de plantação é 3 
metros por 3, poda é mista, e o revestimento do solo permanente. 
Em 2009 foi identificada a presença da FD, e apesar da obrigatoriedade de 
arranque das cepas infetadas, a DRAPN permitiu manter as plantas pois não têm 
registado a presença do inseto vetor, e as plantas infetadas têm mostrado alguma 
recuperação da doença. Para este estudo foram marcadas 60 videiras da casta 
Loureiro: 20 saudáveis (FD-) e 40 infetadas com FD (FD+). Com esta experiencia 
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compararam-se plantas doentes com saudáveis e testou-se o efeito de diferentes 
elicitadores e doses dos mesmos na defesa da planta contra a FD e no seu efeito na 
produtividade das plantas. Desta forma, fizeram-se oito tratamentos, que correspondem 
a plantas controlo e três doses de elicitadores (12.5 mM MeJA, 25mM MeJA; 25 mM 
SA) aplicados a plantas saudáveis e doentes.  
Para cada tratamento havia 4 plantas saudáveis e 4 plantas doentes, num total de 
32 plantas, este nova marcação e diminuição de plantas por tratamento foi determinada 
pela confirmação por PCR quanto à presença ou ausência de fitoplasma, (Anexo XV  
Fotografia do gel de agarose com algumas amostras; Anexo XVI- Distribuição das 
videiras na quinta).  
 
4.1.2. Registos efetuados  
 
Este estudo iniciou a 15 de Abril de 2015 e terminou a 13 de Setembro de 2015 com a 
vindima. Durante as idas ao campo foram registados os parâmetros abaixo descritos e 
também foi feito um registo fotográfico da evolução/crescimento da videira saudável e 
da videira infetada (Anexos I - XIII). 
4.1.2.1. Estados Fenológicos  
A observação do desenvolvimento da videira é fundamental para determinar uma escala 
de tempo biológico, e permite identificar os diferentes estados fenológicos, dos quais o 
abrolhamento, floração e pintor são os mais importantes (Carbonneau, 1981).  
Com este trabalho foram registados os estados fenológicos a cada ida ao campo, 
segundo a escala Baggiolini (Anexos XIV). 
 
4.1.2.2. Percentagem de abrolhamento e índice de fertilidade 
 O primeiro registo foi a contagem dos gomos e varas deixadas à poda de inverno (carga 
à poda) para posteriormente fazer a percentagem de abrolhamento e índice de 
fertilidade. 
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4.1.2.3. Índice de SPAD  
A cada ida ao campo, de 15 de Abril até Junho, foram realizadas medições de clorofila 
(SPAD; SPAD; Konica Minolta SPAD  502 Plus, Minolta Osaka, Japão) semanais, a 
partir de Junho até 10 de Agosto foi de duas em duas semanas. Foram escolhidas cinco 
folhas aleatoriamente de cada planta e realizaram-se três medições por folha. Os 
registos foram feitos em 20 plantas FD- e 40 plantas FD+ até 18 de Maio, desde então 
apenas se registaram 16 plantas FD- e 16 plantas FD+.  
 
4.1.2.4. Área foliar  
 
A área foliar (Fig. 9) foi determinada pelo método proposto por Lopes e Pinto (2005), 
(método não destrutivo). Foram selecionadas duas videiras por cada tratamento, num 
total de 16, no estádio Pintor. Por videira foi selecionado um sarmento médio, 
representativo de vigor, frutificado, sendo realizadas as seguintes medições:  
 
- Nº de Sarmentos (por videira) 
- Nº de Folhas principais (NL1) 
 Comprimento da nervura lateral direita da folha maior (L1D) 
 Comprimento da nervura lateral esquerda da folha maior (L1E) 
 Comprimento da nervura lateral direita da folha menor (L1d) 
 Comprimento da nervura lateral esquerdo da folha menor (L1e) 
Nº de folhas netas (NL2) 
 Comprimento da nervura lateral direita da folha maior (L2D) 
 Comprimento da nervura lateral esquerda da folha maior (L2E) 
 Comprimento da nervura lateral direita da folha menor (L2d) 
 Comprimento da nervura lateral esquerda da folha menor (L2e) 
 
 
 
 
 
Figura 9 Esquema das nervuras para a determinação da área foliar. 
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4.1.2.5. Medições à vindima: acidez total, Brix, teor de álcool provável, contagem 
e pesagem dos cachos 
 
À vindima recolheram-se aleatoriamente cinco bagos por cacho (dois do topo, dois do 
meio e um na base) em seis cachos distribuídos na cepa, o que representa um total de 
30 bagos por planta, num total 32 cepas. Posteriormente contaram-se e pesaram-se os 
cachos de cada videira para calcular a produtividade das plantas saudáveis e doentes. 
Os bagos recolhidos foram utilizados para calcular a acidez titulável e o grau Brix. 
Para tal juntou-se os bagos de cada cepa, homogeneizou-se e centrifugou-se, com 
rotação máxima, durante 5 minutos, e retirou-se o sumo para um eppendorf. Para 
determinar o Brix colocou-se uma gota de sumo dos bagos no refractómetro (Atago, 
Japão) e registou-se o valor. Mediu-se o pH do sumo utilizando um potenciómetro 
(Crison, Barcelona). Por sua vez, a acidez titulável foi determinada segundo a norma 
portuguesa (NP EN 12147, 2009). Mediu-se 25ml de volume inicial de sumo dos bagos  
e registou-se o pH. Iniciou-se a titulação com NAOH até a atingir pH 6, com recurso a 
um agitador e uma bureta digital. De seguida, continuou-se a titulação lentamente até 
pH 7. Procedeu-se à leitura e registo do volume gasto, e adicionaram-se lentamente 
mais três gotas de NaOH e foi-se efetuando o registo do volume gasto até atingir um pH 
de 8,1, num total de 4 pontos registados. Os dados foram convertidos para g/L de ácido 
tartárico.  
 
4.1.2.6. Microscopia eletrónica de transmissão (TEM) 
 
O efeito do fitoplasma nos vasos do floema foi avaliado através da microscopia 
eletrónica de transmissão, segundo Santi et al. (2013). Neste sentido, foram 
selecionadas cinco videiras (uma controlo e quatro doentes), das quais se recolheram 
duas folhas de cada videira com tamanho médio, com aproximadamente 15 cm de 
largura. As folhas foram cortadas na zona da nervura central, resultando em 15 
segmentos de 6 a 7 mm e deixado 1 mm de cada lado da nervura. Em metade das 
folhas o corte foi realizado com o material submerso com gotas de fixador 3% 
paraformaldeido e 4% glutaraldeido (grupo B). Enquanto a outra metade (grupo A) após 
o corte, foi submersa no tampão (NaOH- 2- (N- morpholino) ácido etanossulfónico, 2mM 
CaCl2, 1mM MgCl , 0.5mM KCl e 200mM manitol), pH 5.7, à temperatura ambiente, por 
2 horas. Posteriormente todas as preparações foram mergulhadas numa solução de 
fixação de 3% paraformaldeido e 4% glutaraldeido em 50mM tampão sódio cacodilate 
com 2mM CaCI2, pH7.2, onde permaneceram durante 5 horas, tendo-se realizado uma 
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muda de fixador após 180 min. De seguida, as amostras foram lavadas durante 1 h a 
4ºC em tampão 50 mM sódio cacodilato contendo 2mM CaCl  (pH7.2), e ficando durante 
a noite em 2% (w/v) OsO4 no tampão mencionado acima, a 4ºC. No dia seguinte 
realizou-se a desidratação, tendo-se efetuado a lavagem das amostras de 10 em 10 
minutos no agitador seguindo o painel de desidratação de álcool: 25%; 50%; 
70%;80%;90%; 96%; 3 x 100%; seguindo-se 100% de óxido de propileno  15 minutos 
(2x). Posteriormente realizaram-se as infiltrações, apenas com Epon (grupo B) ou com 
uma mistura de resinas Araldite/Epon (grupo A). Realizaram-se vários cortes ultrafinos 
nas amostras do grupo B, que apresentaram melhores imagens, por microscópio 
eletrónico de transmissão (JEM 1400, Joel, Japão). É importante referir que fixação não 
foi totalmente otimizada o que poderá dever-se ao fato de as folhas terem ficado uma 
semana no frigorífico antes da fixação.  
 
4.1.2.7. Análise da expressão genética 
 
A aplicação dos elicitadores foi efetuada no dia 18 de Maio, que correspondeu com o 
início da floração. Este estádio foi selecionado por ser de fácil identificação e por à data 
se verificar um desenvolvimento adequado da canópia. Os genes alvo foram 
selecionados de acordo com estudos relacionados com plantas infetadas por fitoplasma. 
Desses genes, alguns codificam enzimas envolvidas na defesa das plantas contra 
patogénicos (Thau I, PAL e STS), e genes que codificam proteínas PR  proteínas 
relacionadas com a defesa contra patogénicos (PIN, PGIP,GLU) (Belhadj et al.2006). 
Analisaram-se também genes gerais do metabolismo, tais como Prota5s, e a enzima 
Rubisco (Margaria & Palmano, 2011). A informação da sequência dos Primers foram 
obtidos de cada estudo acima mencionado, (PAL: nº de acesso NCBI-X75967;STS: nº 
de acesso NCBI  AF274281; PGIP: nº de acesso NCBI  AF305093; PIN: nº de acesso 
NCBI  AY156047; GLU  nº de acesso NCBI  AF239617; Rubisco: nº de acesso MIPS- 
gi/147856329; Prota 5s nº de acesso MIPS- gi/147791356; Thau I: nºo de acesso MIPS- 
gi/7406716). Foram recolhidas seis folhas com mais de 10 cm de largura de cada planta, 
antes da aplicação (T0) e 24 horas depois da aplicação dos elicitadores (T1), e 
imediatamente armazenadas em gelo seco e posteriormente conservadas a -80ºC a fim 
de executar a análise molecular da expressão genética. 
Para a extração de RNA as amostras foram maceradas no almofariz com recurso a 
azoto liquido. Foi utilizado RNeasy Mini Kit Planta (QIAGEN GmbH), seguindo as 
instruções do fornecedor com uma alteração relevante (de acordo com o protocolo de 
Lima et al, 2012) que foi a adição de 2% de polivinilpirrolidona (PVP) ao tampão RLT.  
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A qualidade e quantidade de RNA foi verificada por espectrofotometria, usando um 
nano-fotómetro (Implen Isaza, Portugla). 
Realizou-se a síntese de cadeia simples de DNA utilizando o Kit de cDNA iScrip 
(BioRad) no termociclador (VWR, Doppio, Bélgica), de acordo com as instruções do 
fabricante. RT-PCR foi realizada utilizando o kit NZY Taq 2x verde Master Mix (Nzytech, 
Portugal) de acordo com as instruções do fabricante. As amostras foram processadas 
seguindo os seguintes ciclos: desnaturação inicial a 95 ° / 120 s; 25 ciclos de 
desnaturação a 95 ° C / 30 seg, emparelhamento a 55 ° C / 30 seg e extensão a 72 ° C 
/ 60 seg; extensão final a 72 ° C / 5 s. Os genes de referência usados foi o 18S e a 
Ubiquitina. Os resultados do RT  PCR, os valores de Ct, dos genes alvo foram 
normalizados pelos valores de Ct dos genes de referência, através dos Ct normalizados 
calculou-se a expressão dos genes (e analisados através de um heat map.  
 
 
4.1.2.8. Identificação da FD  
Todas as plantas foram submetidas a uma triagem, através da extração de DNA para 
analisar a presença ou ausência do fitoplasma. Para tal, foram recolhidas folhas e caules 
que apresentavam sintomas da doença. Às folhas foi retirado todo o limbo e as nervuras 
foram cortadas e reduzidas a pó usando azoto liquido. Às plantas saudáveis foi feito o 
mesmo para confirmar a ausência do fitoplasma.   
A extração de DNA total foi feita de acordo com Boudon-Padieu et al. (2007). 
Pesou-se 1 g de nervuras triturado, adicionou-se 4 ml tampão de extração (5% de 
CTAB) levou-se ao vortex por 5 minutos, de seguida centrifugou-se 20 min a 5000 rpm, 
a 19ºC, adicionou- -mercaptoetanol e incubou-se num banho de 65ºC, 
durante 20 min, com agitação. Em seguida, adicionou-se igual volume de clorofórmio 
ficando a agitar durante uma hora, à temperatura ambiente. Fez-se uma nova 
centrifugação 30 minutos 5000 rpm, recuperou-se 1 ml da solução, adicionou-se 1 ml 
de isopropanol frio e incubou-se durante a noite a -20ºC. No dia seguinte, realizou-se 
uma centrifugação para precipitar o DNA e, em seguida, o sedimento foi lavado, por 
meio de centrifugações sucessivas com etanol a 70% e 100%. O sedimento seco foi 
dissolvido em 150 µl de H2O milliQ. Após a extração, o DNA foi quantificado com um 
espectrofotómetro (BioRad) e armazenado a -20 ºC. Para a identificação da FD usou-
se a técnica de Nested - PCR. Utilizaram-se os primers P1 / P7, para a primeira reação, 
R16F2n / R16R2 (F2n / R2) para a segunda reação, e R16F1 / R16V1731r (F1 / V1) na 
ultima reação. O PCR seguiu os seguintes ciclos: 1 ciclo a 95ºC durante 3 min; 35 ciclos: 
94ºC por 1min, 50ºC por 2 min, 72ºC por 3min; 72ºC extensão final de 5 min. A 
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confirmação da presença / ausência de fitoplasma foi feita através da visualização da 
banda 1160 kb, num gel de agarose a 1% corado com GelRed (Biotium).  
 
4.2. Experiência 2 - Estufa 
A experiencia 2 foi desenvolvida no âmbito de um projeto de I&D, financiado pela FCT 
CRTL FLAV- Novos desafios no controlo da Flavescência Dourada da Videira: 
potencial dos recursos genéticos e da aplicação de metil jasmonato . Como objetivos 
específicos para esta tese, pretendeu-se (i) avaliar a suscetibilidade da videira à FD, (ii) 
testar o efeito do MeJA como elicitador de defesa da planta.  
 
De modo a avaliar a suscetibilidade da videira à FD, foram utilizadas três castas 
portuguesas, da região dos vinhos verdes (Vinhão, Loureiro e Alvarinho) comparando-
as com duas variedades francesas, uma suscetível (Cabernet Sauvignon -CS) e uma 
tolerante (Syrah) (Jarausch et al.2013). Para tal utilizaram-se 250 plantas, 50 por 
cultivar, enxertadas com material saudável (25 por cultivar) ou enxertadas com material 
doente (25 por cultivar). 
 
No sentido de testar o efeito do MeJA como elicitador, para a defesa da planta foi 
apenas utilizada a casta Cabernet Sauvignon, uma vez que se trata de uma casta 
suscetível. Dividiu-se esta experiência em duas aplicações de MeJA: (i) 0 mM MeJa, ou 
seja a solução continha apenas triton (solvente de MeJA), sendo aplicado em 30 plantas 
CS e enxertadas com material doente, e em mais 20 plantas, estas enxertadas com 
material saudável; (ii) 5 mM MeJA sendo aplicado em 30 plantas enxertadas com 
material saudável e em 30 plantas enxertadas com material doente. Para a enxertia com 
material doente foram utilizadas duas videiras da casta Vinhão, que foram previamente 
identificadas como positivas apenas para FD (nenhum vírus ou fungo), (Anexo XDVIII) 
e serviram de enxerto.  
Todas as plantas destes ensaios foram adquiridas de um viveirista de Caldas da 
Rainha e foram plantas em vasos de 10 L, com turfa (substrato Plantobalt 80/20, 20/07 
mm, 1kg PGMIX), e foram colocadas numa estufa à prova de insetos (INIAV, Oeiras  
 2014. As videiras foram regadas com um 
sistema de rega gota-a-gota e foram mantidas na estufa até ao final dos ensaios. 
Os parâmetros registados foram: percentagem de abrolhamento, índice de fertilidade, 
estádios fenológicos, índice de SPAD, área foliar. Estes parâmetros encontram-se 
descritos no ponto anterior relativo à quinta do Corvo (Distribuição das plantas anexo 
XVII).   
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4.3. Análise Estatística 
Os dados recolhidos foram tratados com o programa SPSS, procedendo-se a uma 
análise de variância (ANOVA) P = 0,05, recorrendo-se ao teste LSD de Fisher para 
avaliar a significância entre as diferenças entre médias.  
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5.1. Experiência 1: Avaliação dos efeitos da FD no 
crescimento, desenvolvimento e produtividade.  
A experiência 1 foi conduzida em plantas da casta Loureiro, numa vinha com 
20 anos, situadas na Quinta do Corvo (Fafe).   
5.1.1.  Estados Fenológicos 
 
Ao longo das 14 semanas em que o estudo decorreu (15 de Abril a 10 de Agosto), 
registou-se a evolução dos estádios fenológicos (Fig. 10) onde é possível verificar que 
as plantas saudáveis (FD ) apresentam uma evolução fenológica mais rápida. Quando 
o registo foi iniciado, mais de 50% das plantas saudáveis já tinham abrolhado, ao 
contrário das plantas infetadas com FD . Segundo o boletim técnico informativo n º1, da 
Estação Vitivinícola Amândio Galhano (EVAG), no ano 2015 (tal como 2007, 2010, 
2013) verificou-se um abrolhamento mais tardio, em média 13 dias em relação a 2014. 
A data média de abrolhamento (50% dos gomos em estádio B- gomo de algodão) 
registada em 2015 para a casta Loureiro aponta a 4 de Abril (EVAG, 2015).  
 
 Figura 10: Evolução dos estádios fenológicos (do estádio A (gomo de inverno) ao M (pintor), de 
acordo com a escala de Baggiolini), de plantas de videira, cultivar Loureiro, 
plantas infetadas (FD ) com Flavescência Dourada, seguindo a escala de Baggiolini. Registo 
realizado de dia 15 de abril a 10 de agosto de 2015 (n=16). 
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O mesmo acontece relativamente à data de floração (I). Segundo a EVAG a floração da 
casta Loureiro teve início a 24 de Maio (semana 21) e terminou a 2 de Junho (semana 
22), em que 28 de Maio corresponde a 50% das plantas em estádio de floração (EVAG, 
2015). Como podemos verificar pela Fig. 10 as plantas saudáveis na semana 20 já se 
encontram no estádio I, enquanto que as plantas infetadas com FD  só apresentam 
floração na semana 22, ou seja, em média tiveram 15 dias de atraso. O mesmo se pode 
verificar para o estádio pintor em que as plantas infetadas com FD  mantêm o atraso 
relativamente às saudáveis. Este fator, atraso no abrolhamento é apresentado como um 
dos sintomas da doença (Sousa, 2014). 
 
5.1.2.  Percentagem de abrolhamento e índice de fertilidade 
 
Segundo o boletim técnico informativo nº2, da EVAG, apresenta uma taxa de 
abrolhamento atípica para a casta Loureiro (71%), que pode ser justificada pelo inverno 
seco (EVAG, 2015). Em comparação com os resultados obtidos (Fig. 11) as plantas 
saudáveis apresentaram uma taxa de abrolhamento média de 77% enquanto as 
infetadas com FD  a taxa média foi de 68% como se pode verificar na Fig. 11A, sendo 
significativamente diferentes (P<0.05). Relativamente ao índice de fertilidade, número 
de cachos por lançamento, a EVAG refere que na maioria das castas ocorreu uma boa 
nascença, na maioria superior ao ano anterior, apresentando a casta Loureiro um índice 
de 1,64 para o ano 2015 e 0,94 para o ano 2014 (EVAG, 2015). A Fig. 11B mostra um 
índice de fertilidade médio de 0.83 para as plantas saudáveis e 0,63 para as plantas 
infetadas com FD , sendo estatisticamente diferentes (P<0,05), verificando-se que as 
plantas infetadas têm em média menor número de cachos por lançamento que as 
plantas saudáveis. 
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Figura 11 - Percentagem de abrolhamento (A) e índice de fertilidade (B) de plantas da casta 
Loureiro, saudáveis (FD-) e infetadas (FD+) com FD. Registo realizado até 18 de Maio de 2015 
(n = 60). Letras diferentes indicam diferenças significativas (P < 0,05) entre tratamentos.  
  
5.1.3. Teor clorofila, SPAD 
 
Pela figura 12 podemos observar o valor de SPAD em plantas saudáveis e infetadas 
com FD. As plantas FD  apresentam valores médios inferiores de SPAD em 
ou-se um decréscimo de valor de 
SPAD a 27 de Abril, que corresponde com um período de descida de temperatura 
acompanhada com forte precipitação (EVAG, 2015), que provocou um amarelecimento 
das folhas.   
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Figura 12 m 
plantas infetadas com FD (FD ), (n=36) 
 
5.2. Experiência 1: Efeito da aplicação de diferentes 
elicitadores. 
5.2.1. Teor de clorofilas, SPAD 
 
A 18 de Maio foi realizada a aplicação dos elicitadores, e pela figura 12 pode-se avaliar 
o efeito dos mesmos nas plantas saudáveis e doentes, onde se verifica um pico no 
tratamento 12, 5 mM MeJa em planta saudável e menores valores de SPAD para os 
tratamentos com 25 mM MeJa, plantas infetadas com FD com menores valores de 
SPAD. A partir de Maio começaram a registar-se os primeiros sintomas de FD, 
nomeadamente o amarelecimento das folhas. Este pode ser o principal motivo pelos 
menores valores de SPAD, que reflete o baixo teor de clorofilas em comparação com 
as plantas saudáveis. 
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5.2.2. Área foliar 
 
A área foliar é um dos parâmetros fundamentais para entender as respostas das videiras 
às condições ambientais e às intervenções feitas ao nível da canópia (Lopes & Pinto, 
2005). Neste estudo, verifica-se que existem diferenças significativas no estado de 
sanidade das plantas (Fig. 13) (P=0,05), uma vez que as plantas saudáveis apresentam 
maior área foliar total (15  (6 
, apresentando uma redução de 60%. Tal diferença pode dever-se ao facto 
de as plantas infetadas com FD apresentarem menor carga à poda consequentemente 
menor percentagem de abrolhamento. O mesmo não acontece entre os grupos de 
aplicação de diferentes elicitadores, não existindo diferenças significativas.  
 
 
 
Figura 13- Efeito da aplicação de diferentes elicitadores (em plantas no estádio pintor) na área 
foliar total de videiras, casta Loureiro, saudáveis (FD-) e infetadas (FD+). As barras representam 
o teste de Fisher´s LSD (P= 0,05) (n = 2).  
 
Calculou-se a área principal e secundária (netas) das videiras (Fig. 14) ao qual se 
verifica diferenças significativas para a área principal no estado sanidade (P=0.05), em 
que plantas saudáveis apresentam valores superiores às plantas doentes. 
Relativamente à área secundária as plantas saudáveis têm um crescimento maior que 
as plantas doentes. Contudo, observa-se no grupo 25 mM SA FD  um aumento da área 
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secundária face à principal, sendo que o SA tem um efeito de despoletar o crescimento 
das plantas.  
 
 
f 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14- Efeito da aplicação de diferentes elicitadores (plantas no estádio pintor) na área 
principal (preto) e na área secundária (netas; brancas), em plantas saudáveis (FD ) e nas 
plantas infetadas com FD (FD  (S= Sanidade; E= 
Elicitador; p= área principal; s= área secundária), P= 0,05, (n=2). 
 
 
5.2.3. Componentes de produção 
 
5.2.3.1. Produção comercializável  
 
Por forma a avaliar o efeito do estado sanitário na produtividade comercializada 
recolheram-se apenas os cachos maduros até à data de vindima, 13 de Setembro, tendo 
sido excluídos os cachos não maduros (pequenos e verdes). De um modo geral as 
plantas saudáveis apresentam uma produtividade significativamente superior às plantas 
doentes. Nomeadamente, as plantas saudáveis, sem aplicação de elicitadores 
(FD Controlo) tiveram uma maior produtividade, com 2,7 kg m² planta-¹ (Fig. 15). 
Verificou-se efeitos significativos no estado sanidade, com perdas de produtividade de 
66% do controlo FD- comparando com o controlo FD . Relativamente ao efeito da 
aplicação dos diferentes elicitadores verificou-se diferenças significativas nas plantas 
doentes (Fig. 15) entre o controlo e os grupos 25 mM MeJA e do 25 mM de SA, tal 
diminuição pode estar relacionada com o facto de a aplicação de elicitadores no estado 
de floração, dado que a flor é muito sensível estas concentrações de (25 mM ) poderá 
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ter causado algum dano nas flores. Relacionando estes dados com o índice de 
fertilidade, podemos verificar que à data do registo (18 de Maio), as plantas doentes, 
tinham índice de fertilidade de 0,63 enquanto as plantas saudáveis 0,83. É também de 
referir que as plantas saudáveis tinham mais cachos por carga à poda.   
 
 
 
Figura 15- Efeito da aplicação dos diferentes elicitadores na produção comercializável, valores 
(FD ). Barras representam o teste 05, (n=4). 
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5.2.3.2. Número de cachos por planta e peso médio de cacho 
 
Relativamente ao número de cachos por videira (fig. 15 - A) verifica-se que existem 
diferenças significativas entre os tratamentos, nomeadamente entre as plantas 
saudáveis e plantas infetadas, (P=0,05) em média as plantas saudáveis apresentam 49 
cachos e as plantas doentes 21 cachos, o que representa uma redução de 57%.  
 
 
Figura 16: Efeito da aplicação dos diferentes elicitadores no número de cachos por planta (A) e 
no peso do cacho ). 
Barras representam o teste 05, (n=4). 
 
Relativamente aos elicitadores, existe diferenças nas plantas infetadas com FD+, entre 
o controlo e os diferentes elicitadores, verificando-se uma redução de 78% do controlo 
para o 25 mM MeJA de número de cachos por planta, este redução verificou-se pela 
aplicação dos elicitadores à floração, tratando-se de um estado mais sensível, a 
concentração dos elicitadores pode induzir toxicidade nas flores.  
Quanto à Figura 15B, peso do cacho registou-se diferenças significativas entre a 
variável sanidade, (P= 0,05). Verificou-se ainda que no grupo FD  25 mM MeJA é o 
melhor resultado em peso por cacho. Todavia é possível verificar que apesar de as 
plantas infetadas terem menos cachos, estes apresentam peso bastante semelhante às 
plantas saudáveis, o que explica um pouco da heterogeneidade da doença na videira, 
como é possível verificar nas imagens em anexo da evolução da vinha. A doença surge 
como causadora de menor produtividade, por vezes as inflorescências podem ficar 
estéreis, e os cachos que daí resultam são mais frágeis, e os bagos são mais facilmente 
soltos ao toque ( EPPO, 2003; Bertaccini & Duduk, 2009).   
5.2.4. Parâmetros de qualidade   
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Os metabolitos primários que distinguem a qualidade de um vinho são o açúcar e os 
ácidos orgânicos (Boulton, 1980). A casta Loureiro é produtora de vinhos com elevada 
acidez (Rosinhas, 2012). Pela figura 17 verifica-se que há uma tendência para a acidez 
total ser superior nas plantas infetadas. Os valores de acidez estão relacionados com o 
teor de açúcar, no bago ao longo da maturação o açúcar tende a aumentar e a acidez 
a diminuir ( Souza et al., 2005; Queiroz, 2002). Um dos sintomas observados foi o atraso 
do desenvolvimento da planta, bem como um atraso na maturação dos cachos. E aqui 
há diferenças significativas para a variável sanidade (P=0,05).  
 
Figura 17- efeito da aplicação dos elicitadores na acidez total (g ácido tartárico/ l) nas plantas 
). Barras representa
LSD, P= 0,05, (n=4). 
 
Relativamente ao Brix (Fig. 18) não existem diferenças estatisticamente significativas 
para a variável sanidade, no entanto, na variável elicitadores, o grupo 25 mM MeJa é 
estatisticamente diferente, (P=0,05), apresentando valores superiores. Um dos 
sintomas esperados seria a diferença no Brix, em que plantas infetadas tendem a 
produzir bagos amargos(DGAV, 2013), o que não se verifica por este ensaio. 
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Figura 18- efeito da aplicação dos elicitadores no BRIX  
plantas infetadas com FD (FD ). Barras representa 05, (n=32). 
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5.3. Experiência 2- Análise das suscetibilidade das castas- 
Estufa  
A avaliação de suscetibilidade foi realizada em cinco castas diferentes, três 
representativas da região dos vinhos verdes - Vinhão, Loureiro e Alvarinho - e duas 
cultivares francesas, Cabernet Sauvignon e a Syrah. Analisou-se a percentagem de 
abrolhamento e mediu-se o SPAD (Figura 19A e B), do qual não se verificou diferenças 
significativas entre as plantas saudáveis a as infetadas. No entanto verifica-se uma 
tendência de diminuição da percentagem de abrolhamento nas plantas infetadas 
Vinhão, Alvarinho, Loureiro e Syrah. Tal como indicado anteriormente a casta Loureiro 
encontra-se com percentagem de abrolhamento superior à indicada no boletim técnico 
(EVAG, 2015). Contudo, estas plantas sofreram um ataque severo de oídio que afetou 
drasticamente as folhas, pouco tempo antes destas medições foi realizado um 
tratamento químico contra o míldio e oídio. Por este motivo observaram-se valores de 
SPAD mais baixos do que nas plantas da Quinta do Corvo, em Fafe. Mostrando a pouca 
clorofila.  
 
 
 
 
Figura 19- Percentagem de abrolhamento (A) e Valor de SPAD (B) em videiras saudáveis (FD-) 
e videiras infetadas com FD (FD+), em cinco cultivares diferentes. Abreviaturas indicadas na 
lista. Barra representam o teste de Fisher´s LSD (P=0,05) 
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Tal como descrito anteriormente, as plantas deste ensaio sofreram um forte ataque de 
oídio, o que se revelou num forte condicionante ao crescimento, como se pode verificar 
pela figura 20, na medição da área foliar. Que em contradição com resultados anteriores 
há uma maior área foliar total nas plantas infetadas, apenas a Cabernet Sauvignon 
apresenta melhores condições. 
 
 
Figura 20- Área foliar total em videiras saudáveis (FD-) e videiras infetadas com FD (FD+), em 
cinco cultivares diferentes. Abreviaturas indicadas na lista. Letras diferentes significam 
diferenças estatísticas (P< 0,05). 
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5.4. Experiência 2- Efeito da aplicação de Metil Jasmonato 
como elicitador, Estufa 
Com a finalidade de verificar a eficácia dos elicitadores no desenvolvimento de 
mecanismos de indução de resistência da planta, utilizou-se a cultivar com maior 
suscetibilidade à doença, a Cabernet sauvignon. A aplicação de MeJA foi realizada com 
4 dias de antecedência à enxertia das plantas. Verificaram-se melhores resultados de 
abrolhamento nas plantas com aplicação de MeJA (Fig. 21A) com diferenças 
significativas para as FD+ sem aplicação de MeJA. Nas restantes medições: valor de 
SPAD e área foliar não se registaram diferenças significativas, estas plantas sofreram 
também um ataque de oídio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
 
 
Figura 21- efeito da aplicação de MeJa na percentagem de abrolhamento (A) valores de SPAD 
(B) área foliar total (C) em plantas não enxertadas (FD-) e em plantas enxertadas com FD 
(FD+). Letras diferentes indicam diferenças significativas  
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5.5. Microscopia eletrónica de Transmissão  
A microscopia eletrónica de transmissão permitiu observar as diferenças nas paredes 
dos constituintes do floema entre plantas saudáveis e plantas doentes, em amostras 
recolhidas na Quinta do Corvo, (Fafe). Foi possível observar-se alterações estruturais e 
fisiológicas nos tecidos do floema (onde o fitoplasma cresce e se multiplica) nas folhas 
de videira com sintomas de FD quando comparadas com saudáveis(Santi et al, 2013).  
 
Figura 22 imagens obtidas por microscopia transmissão de folhas em videira saudáveis (A e B) 
e folhas infetadas com Flavescência dourada (C a F), onde é possível observar: A - conjunto de 
células organizadas; B  cloroplastos sem alterações (seta); C  conjunto de células 
desorganizadas; D  cloroplastos com acumulação de lípidos (l); E  Placa crivosa com 
acumulação de calose (seta); F  célula colapsada (n), e espessamento da parede (e).  
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